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造 血 シ ス テ ム は 動 物 種 全 般 に 存 在 す る 生 命 の 根 幹 の 現 象 で あ る 。 霊 長 類 や げ っ
歯 類 の 成 体 に お い て 、 末 梢 血 球 数 の 恒 常 性 に 関 与 す る 成 体 型 造 血 (二 次 造 血 )の 主
た る 場 (造 血 器 )は 骨 髄 で あ る 。 骨 髄 に あ る 造 血 幹 細 胞 は 増 殖 と 分 化 を 繰 り 返 し て
成 熟 し た 血 球 と な り 、 血 液 を 循 環 す る 。 血 液 前 駆 細 胞 の 細 胞 膜 上 に は 、 諸 臓 器 で
産 生 さ れ る 造 血 因 子 が 特 異 的 に 結 合 す る 受 容 体 が 発 現 し て お り 、 そ れ ら の 結 合 に
よ っ て 細 胞 内 の シ グ ナ ル 伝 達 系 が 作 動 し 、 細 胞 の 増 殖 や 分 化 が 起 こ る 。 赤 血 球 産
生 に お い て 中 心 的 な 役 割 を 果 た す 造 血 因 子 は 、 赤 血 球 産 生 因 子 Erythropo ie t in  
(エ リ ス ロ ポ エ チ ン ： EPO)と 呼 ば れ る 糖 蛋 白 質 で あ る 。 ヒ ト の EPO は 1977 年 に
再 生 不 良 性 貧 血 患 者 の 尿 か ら 純 化 さ れ 、 そ の 遺 伝 子 配 列 は 1985 年 に 明 ら か に さ
れ た 。 続 い て ヒ ト の EPO 受 容 体 (EPOR)の 遺 伝 子 は 1989 年 に 単 離 さ れ 、 赤 血 球
造 血 の 分 子 基 盤 が 次 第 に 明 ら か に さ れ て き た 。 貧 血 に よ っ て 血 中 酸 素 濃 度 が 低 下
す る と 、 こ れ に 応 答 し て 腎 臓 に お け る EPO 産 生 が 亢 進 し 、 や が て 赤 血 球 数 が 上
昇 し て 末 梢 赤 血 球 数 の 恒 常 性 が 維 持 さ れ る 。 造 血 因 子 の 遺 伝 子 組 換 え 体 は 、 各 種
の ヒ ト 疾 患 治 療 薬 と し て 期 待 さ れ 、 例 え ば EPO は 既 に 臨 床 医 薬 と し て 実 用 化 さ
れ た 。 こ の よ う な 背 景 に よ り 、 造 血 研 究 の 対 象 は 霊 長 類 や げ っ 歯 類 に ほ ぼ 限 ら れ
て お り 、 他 の 生 物 種 に お け る 造 血 の 分 子 生 理 学 的 な 知 見 の 集 積 は 乏 し い 。 造 血 は
多 く の 動 物 に 共 通 し た 生 命 の 基 本 シ ス テ ム で あ る 。 ま た 、 幹 細 胞 科 学 の 興 隆 と と
も に 、 多 様 な 生 物 種 の 造 血 系 を 解 析 し 、 造 血 制 御 の 普 遍 性 と 多 様 性 の 理 解 を 深 耕
す る 必 要 性 が 高 ま っ て い る 。 胚 体 内 の 血 球 産 生 (一 次 造 血 )に 関 し て は 、 哺 乳 類 の
他 に も 小 型 魚 類 や 両 生 類 に お け る 研 究 例 は 多 い が 、 こ れ ら の 二 次 造 血 研 究 は 未 知
の 領 域 と し て 残 さ れ て い る 。 本 研 究 で は 両 生 類 Xenopus  laev is (ア フ リ カ ツ メ ガ
エ ル：ゼ ノ パ ス )の 成 体 を 対 象 に 、赤 血 球 産 生 の 責 任 因 子 で あ る EPO と EPOR の
同 定 を 進 め 、 赤 血 球 造 血 の 分 子 基 盤 の 解 明 を 行 っ た 。  
第 1 章 で は 、哺 乳 類 に お け る 赤 血 球 造 血 に 関 す る 知 見 を 中 心 に 、広 く 脊 椎 動 物
全 般 で 解 明 さ れ て き た 造 血 研 究 の 成 果 を 概 説 し て い る 。 そ し て 赤 血 球 産 生 に お け
る EPO と EPOR 分 子 の 構 造 や 作 用 を ま と め 、 本 研 究 の 位 置 づ け を 示 し て い る 。  
第 2 章 で は 、 ゼ ノ パ ス の EPO 遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ に つ い て 示 し て い る 。 ゼ
ノ パ ス 成 体 を 貧 血 に し て 低 酸 素 症 を 誘 導 す れ ば 、 内 因 性 の EPO 産 生 を 亢 進 さ せ
る こ と が で き る 。 そ こ で 溶 血 剤 フ ェ ニ ル ヒ ド ラ ジ ン (PHZ)を ゼ ノ パ ス に 投 与 し て
貧 血 に し 、 EPO 産 生 臓 器 の 候 補 と な る 腎 臓 、 肝 臓 、 脾 臓 か ら 抽 出 し た RNA か ら
cDNA ラ イ ブ ラ リ を 作 製 し 、 EPO cDNA の ク ロ ー ニ ン グ を 試 み た 。プ ラ イ マ ー と
プ ロ ー ブ は 、 マ ウ ス EPO cDNA お よ び Expressed  Sequence  Tag  (EST)デ ー タ ベ
ー ス に 見 出 さ れ た ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ の EPO の 相 同 遺 伝 子 配 列 よ り 設 計 し た 。 し
か し 、 こ の 方 法 で は 、 ゼ ノ パ ス EPO の 有 力 な 候 補 遺 伝 子 は 見 出 せ ず 、 哺 乳 類 と
ゼ ノ パ ス の EPO の 遺 伝 子 配 列 の 相 同 性 は 低 い と 推 定 さ れ た 。 最 近 報 告 さ れ た フ
グ の EPO 遺 伝 子 配 列 も 哺 乳 類 EPO の 配 列 と 相 同 性 が 低 い 。 こ れ ら の こ と か ら 、
赤 血 球 造 血 を 担 う EPO の 遺 伝 子 配 列 は 、 生 物 種 間 で 高 く 保 存 さ れ て い る わ け で
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は な い と い え た 。  
第 3 章 で は 、ゼ ノ パ ス EPOR cDNA の ク ロ ー ニ ン グ と そ の 構 造 の 解 析 に つ い て
示 し て い る 。PHZ 投 与 後 の ゼ ノ パ ス で は 、貧 血 回 復 期 の 末 梢 血 中 に 幼 若 赤 血 球 が
出 現 す る 。こ の よ う な 分 化 段 階 が 未 熟 な 前 駆 細 胞 に は EPOR が 発 現 し て い る と 考
え ら れ た 。 そ こ で ま ず EPOR 遺 伝 子 を 得 る た め に 、 ゼ ノ パ ス の EST デ ー タ ベ ー
ス を 検 索 し て ヒ ト EPOR の 相 同 配 列 を 見 出 し 、プ ラ イ マ ー と プ ロ ー ブ を 設 計 し た 。
次 に 幼 若 赤 血 球 を 密 度 勾 配 遠 心 法 で 分 離 し て mRNA を 抽 出 し 、cDNA ラ イ ブ ラ リ
を 作 製 し た 。こ の cDNA ラ イ ブ ラ リ か ら 、ゼ ノ パ ス EPOR 候 補 遺 伝 子 を 複 数 得 た 。
そ の う ち 1 種 の 塩 基 配 列 よ り ア ミ ノ 酸 配 列 (一 次 構 造 )を 決 定 し 、 in  s i l i co の 諸 解
析 を 実 施 し た と こ ろ 、 N 末 端 側 シ グ ナ ル 配 列 と 細 胞 膜 貫 通 領 域 の 存 在 が 示 さ れ 、
本 分 子 は 哺 乳 類 の EPOR と 同 様 、 1 回 膜 貫 通 型 の 分 泌 型 膜 蛋 白 質 と 推 定 さ れ た 。
ま た 細 胞 外 領 域 に 複 数 の シ ス テ イ ン 残 基 、WSXWS 配 列 、フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン 領 域 、
さ ら に 細 胞 内 領 域 に は Box1 /2 領 域 、 複 数 の チ ロ シ ン 残 基 な ど の サ イ ト カ イ ン 受
容 体 構 造 に 特 長 的 な 機 能 領 域 を 含 ん で い た 。こ こ で 本 分 子 を xeEPOR と 命 名 し た 。
一 方 、ヒ ト お よ び マ ウ ス の EPOR と xeEPOR の 配 列 相 同 性 は 、塩 基 配 列 で は 50%
以 下 、ア ミ ノ 酸 配 列 で は 25%以 下 で あ っ た 。従 っ て 、 xeEPOR が 哺 乳 類 の EPOR
と 同 様 に 、 赤 血 球 産 生 に 重 要 な 生 物 学 的 機 能 を も つ 分 子 で あ る こ と を 示 す 必 要 が
あ る と 考 え ら れ 、 以 後 、 第 4 章 ～ 第 6 章 で 詳 細 な 研 究 展 開 が 示 さ れ て い る 。  
第 4 章 で は 、 第 3 章 で 得 た xeEPOR の 組 織 発 現 の 局 在 性 に つ い て 示 し て い る 。
本 分 子 が 哺 乳 類 の EPOR と 相 同 的 な 機 能 を も つ な ら ば 、赤 血 球 前 駆 細 胞 に 発 現 し
て 末 梢 赤 血 球 数 の 調 節 に 関 与 す る は ず で あ る 。 ま ず ゼ ノ パ ス 成 体 に お け る
xeEPOR の 組 織 発 現 分 布 を ノ ー ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 で 調 べ た と こ ろ 、
末 梢 血 球 に 5 .8、4 .1、0 .6kb の 3 種 類 の mRNA の 特 異 的 な 発 現 が 確 認 さ れ た 。そ
し て 幼 若 赤 血 球 で は 、 成 熟 赤 血 球 に 比 べ て 4 .1、 0 .6kb の mRNA の 発 現 量 が 増 加
し て い た 。 哺 乳 類 の 赤 血 球 前 駆 細 胞 で は EPO に 対 す る 反 応 性 が 異 な る 3 種 類 の
EPOR が 存 在 し 、 細 胞 の 分 化 成 熟 と と も に 存 在 比 を 変 え る こ と が 報 告 さ れ て い る
が 、 ゼ ノ パ ス の 赤 血 球 に お い て も 同 様 の 可 能 性 が あ る 。 次 に 赤 血 球 系 細 胞 に お け
る xeEPOR 発 現 の 時 期 と 部 位 を 解 析 し た 。 xeEPOR mRNA は 、 in  s i tu ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 に よ っ て 赤 血 球 系 転 写 因 子 GATA-1 を 強 く 発 現 す る 幼 若 な 赤 血
球 の 細 胞 質 に 発 現 が 認 め ら れ た 。哺 乳 類 で は 、 GATA-1 は EPOR 遺 伝 子 5 ’側 上 流
プ ロ モ ー タ ー 領 域 の 認 識 配 列 に 結 合 し て EPOR の 発 現 を 制 御 し 、ま た 逆 に EPOR
は GATA-1 の 発 現 を 制 御 す る 。xeEPOR の 5 ’非 翻 訳 領 域 に GATA 結 合 配 列 が 見 出
さ れ た こ と か ら 、xeEPOR mRNA の 発 現 も GATA-1 に よ り 制 御 さ れ て い る 可 能 性
が あ る 。さ ら に xeEPOR 蛋 白 質 の 細 胞 外 領 域 を 抗 原 に し て 、抗 xeEPOR ポ リ ク ロ
ー ナ ル ウ サ ギ 抗 体 を 作 製 し 、免 疫 細 胞 染 色 法 で xeEPOR 蛋 白 質 の 分 布 を 調 べ た と
こ ろ 、 幼 若 赤 血 球 の 細 胞 膜 表 面 に 局 在 が 認 め ら れ た 。 以 上 の 発 現 解 析 に よ り 、
xeEPOR は 成 体 組 織 に お け る 赤 血 球 系 細 胞 の 細 胞 膜 に 発 現 し 、 赤 血 球 産 生 に 重 要
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な 受 容 体 と し て 機 能 し て い る 可 能 性 が 示 さ れ た 。  
第 5 章 で は 、ゼ ノ パ ス の 個 体 発 生 に お け る xeEPOR の 血 球 発 現 の 変 化 を 示 し て
い る 。 両 生 類 の 造 血 は 胚 発 生 時 に 腹 部 血 島 領 域 で 起 こ る 一 次 造 血 か ら 始 ま り 、
xeEPOR の 血 球 に お け る 発 現 量 は 血 島 の 形 成 と と も に 上 昇 す る と 考 え ら れ る 。 こ
の こ と を 明 ら か に す る た め に 、各 発 生 段 階 の 胚 か ら RNA を 抽 出 し 、RT-PCR 法 に
よ る 発 現 解 析 を 行 っ た 。そ の 結 果 、血 島 の 形 成 が 開 始 さ れ る 第 28 発 生 段 階 以 降 、
GATA-1 の 発 現 の 後 に xeEPOR の 発 現 量 は 上 昇 し 、そ の 後 も 発 現 量 は 維 持 さ れ た 。
こ の 結 果 は 、一 次 造 血 か ら 二 次 造 血 に 至 る ま で の 赤 血 球 形 成 の 各 段 階 で 、xeEPOR
の 発 現 は 、 GATA-1 に よ る 転 写 制 御 を 受 け る こ と を 示 唆 し た 。  
第 6 章 で は 、 赤 血 球 産 生 に お け る xeEPOR の 生 物 学 的 機 能 を in  v ivo 実 験 に よ
っ て 実 証 し た こ と を 示 し て い る 。 xeEPOR が 赤 血 球 前 駆 細 胞 の 増 殖 と 分 化 を 刺 激
す る 作 用 を も つ な ら ば 、 xeEPOR の 細 胞 外 領 域 (可 溶 型 EPOR)を ゼ ノ パ ス に 投 与
す れ ば 、内 因 性 の EPO が こ れ と 結 合 し て EPO 活 性 を 中 和 し 、赤 血 球 造 血 は 抑 制
さ れ る と 考 え た 。そ こ で 可 溶 型 xeEPOR を 大 腸 菌 で 発 現 さ せ 、精 製 標 品 を 成 体 の
ゼ ノ パ ス に 連 続 心 投 与 し た 。可 溶 型 xeEPOR 投 与 後 、末 梢 赤 血 球 数 は 緩 慢 に 減 少
し た 。そ の 極 小 期 は 投 与 16 日 後 で あ り 、 PHZ 投 与 急 性 貧 血 の 例 (第 2、 3 章 )に 比
べ て 大 幅 に 遅 延 し た 。 投 与 16 日 以 降 の 赤 血 球 数 回 復 期 に は 、 PHZ 処 理 後 の 貧 血
回 復 時 に 見 ら れ た と き と 同 様 、 新 生 幼 若 赤 血 球 が 数 多 く 出 現 し た 。 こ の と き 白 血
球 数 、 栓 球 数 の 経 時 変 化 は 認 め ら れ な か っ た 。 以 上 の こ と か ら 、 可 溶 型 xeEPOR
の 標 的 細 胞 は 血 球 系 統 に 特 異 的 で あ り 、第 4 章 の 組 織 発 現 分 布 の 知 見 と 矛 盾 す る
こ と な く 未 熟 な 赤 血 球 前 駆 細 胞 で あ る こ と 、ま た xeEPOR は 赤 血 球 造 血 に お い て
重 要 な 機 能 分 子 で あ る 、 と 結 論 し た 。  
第 7 章 で は 、 本 研 究 の 成 果 を 総 括 し て 考 察 し 、 今 後 の 展 望 を 示 し て い る 。  
 
以 上 を ま と め る と 、本 研 究 は 、赤 血 球 造 血 を 担 う EPOR 遺 伝 子 を ゼ ノ パ ス 成 体
よ り 取 得 し 、 哺 乳 類 以 外 で 初 め て そ の 遺 伝 子 配 列 、 蛋 白 質 の 一 次 構 造 、 組 織 発 現
分 布 を 明 ら か に し た 。 さ ら に EPO-EPOR 系 に よ る 赤 血 球 産 生 調 節 機 構 が ゼ ノ パ
ス に お い て も 存 在 す る こ と を in  v ivo の 実 験 モ デ ル に て 詳 細 に 実 証 し た 。 多 く の
生 物 種 の 造 血 制 御 系 は こ れ ま で に ほ と ん ど 調 べ ら れ て お ら ず 、 本 研 究 で 得 ら れ た
両 生 類 に お け る 知 見 や 成 果 は 、 生 物 学 、 血 液 学 の 領 域 で 新 た な 視 点 を 示 す も の で
あ り 、 基 礎 生 物 学 の み な ら ず 、 現 在 急 速 に 発 展 し つ つ あ る 臓 器 ・ 組 織 再 生 や 幹 細
胞 の 研 究 領 域 の 新 し い モ デ ル 系 と し て も 貢 献 す る も の で あ る 。  
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